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摘要 SpyCatcher 和 SpyTag 可 通过 自发 反应 形成 共 价 键 ， 产 生 稳定 的 分 子 自 组 装 体 。 酶 分 
子 自 组 装 体 因 具有 高 效 有 序 的 催化 特性 在 合成 生物 学 和 纳米 技术 领域 具有 重要 的 应 用 价值 。 
为 探索 SpyTag/SpyCatcher 在 大 肠 杆 菌 胞 内 多 酶 复合 体系 形成 有 序 自 组 装 分 子 能 力 ， 将 
SpyCatcher 和 SpyTag 分 别 与 P450BM3m 单 加 氧 酶 和 葡萄 糖 脱 乞 酶 GDH 进行 融合 表达 ， 以 
期 产生 具有 辅酶 再 生 循环 系统 、 高 效 生物 合 成 靛蓝 分 的 SpyTag/SpyCatcher 双 酶 自 组 装 复 
合体 。 首 先 ,通过 电泳 及 质谱 对 重组 工程 菌 表达 蛋白 进行 分 析 , 证 实 SpyCatcher-P450BM3m 
与 SpyTag-GDH a ea 自 组 装 多 酶 复合 体 ; 然后 , 系统 分 析 了 不 同 培养 条 件 下 组 
装 体 合成 靛蓝 的 ， 结 果 发 现 ， 经 0.5mmolL PIG RHE, BAKE 16 继续 培养 18 h 
I a (2 mmol/L) 与 葡萄 糖 (4 mmol/L) 49 AmA N RI, REP SR 
ik 258 mg/L， 是 未 组 装 多 酶 系统 的 1.914%, tb P450BM3m 单 酶 表达 系统 高 约 2.4 倍 ; 反 
应 70 min 后 达到 反应 平衡 ， 转 化 率 为 52%。 Kepeaseat SpyTag/SpyCatcher 介 时 的 多 
酶 体系 在 大 肠 杆 菌 细胞 中 的 自 组 装 和 高 效 转化 体系 ,为 胞 内 多 酶 复合 物 组 装 体 的 设计 提供 了 
新 思路 。 


关键 词 SpyTag/SpyCatcher 自 组 装 ”多 酶 复合 物 HBA RE 


Construction of Intracellular Self-assembled Multienzyme Complex 
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Abstract SpyCatcher can form an irreversible covalent linkage to its partner SpyTag via a 
spontaneous isopeptide bond. To explore the potential application of SpyTag/SpyCatcher system 
in the self-assembly of multiple enzyme complex in Escherechia coli, SpyCatcher and SpyTag 
were fused with P450BM3m monooxygenase and glucose dehydrogenase(GDH), respectively. 
The fusion proteins co-expressed in vivo were expected to self-assemble into a double-enzyme 
complex with the ability of coenzyme regeneration and efficient biosynthesis of indigo. At first, 


the self-assembled multienzyme complex formed via SpyTag/SpyCatcher system in vivo was 
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confirmed by SDS-PAGE and Nano-Liquid Chromatography. After that, the ability to synthesize 
indigo by multienzyme complex was systematically analyzed under different culture conditions. 
When induced at 16 ‘C with 0.5 mmol/L IPTG, the engineered bacteria showed robust ability to 
catalyze indole (2 mmol/L) and glucose (4 mmol/L). The yield of indigo produced by 
self-assembled complex cells was up to 258 mg/L, which was 1.9 and 2.4 times higher than that of 
cells with free enzymes and P450BM3m single enzyme system accordingly. The conversion rate 
was 52% when reaction was balanced after 70 min. These findings suggest that the 
SpyTag/SpyCatcher system can successfully assemble multienzyme complex for efficient 
biosynthesis of chemicals, which provide a new idea for the design of intracellular multienzyme 


complex assembly. 
Key Words SpyTag/SpyCatcher Self-assembly multienzyme complex coenzyme regene- 
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多 酶 复合 体系 因 其 高 效 的 整体 催化 能 力 已 成 为 合成 生物 学 的 研究 热点 , 构建 
高 效 稳定 的 人 工 多 酶 反应 器 在 生物 催化 领域 具有 广阔 的 应 用 前 景 赴 。 近 年 来 ， 研 
究 者 通过 蛋白 脚手架 、DNA 脚手架 及 多 肽 或 蛋白 介 导 的 无 骨架 自 组 装 技术 等 在 
胞 内 成 功 构 建 了 多 个 人 工 多 酶 反应 系统 。 如 Jay D. Keasling 等 利用 自 组 装 信号 通 
路 和 蛋白 ， 在 胞 内 将 甲状 成 酸 途 径 酶 组 装 起 来 ， 使 其 产量 提高 77; Robert J4 
利用 锌 指 结构 与 DNA 结合 序列 之 间 高 亲和力 特异 的 相互 作用 机 制 ， 设计 了 可 控 
的 DNA-S AA RAS, HARP MEK Ar ete S50 eC); Wei 等 
利用 SHM 相互 作用 备 白 的 介 导 ， 在 胞 内 对 人 参 时 昔 合 成 途径 的 关键 酶 进行 共 组 
装 , 使 人 参 皂 苷 前 体 达 玛 烯 二 醇 - 卫 在 毕 赤 醉 母 中 产量 提高 了 2.1 倍 和 内 。 然 而 上 述 
研究 多 采用 非 共 价 的 组 装 模 块 ， 易 受 细胞 生长 环境 如 温度 、pH、 离 子 强度 等 因 
素 的 影响 ， 导 致 多 酶 复合 体系 不 稳定 ， 从 而 影响 级 联 反 应 的 催化 效率 9。 因 此 
探索 和 挖掘 共 价 偶 联 组 装 模 块 , 构建 更 加 稳定 的 多 酶 催化 组 装 体系 仍 具 有 重要 实 
际 意 义 。 

源 于 CnaB2 结构 域 的 SpyTag/SpyCatcher 体系 ， 以 其 在 多 种 条 件 下 均 能 自发 
形成 稳定 异 肽 键 的 优势 在 和 蛋白 质 领域 获得 广泛 应 用 ,如 生物 耘 联 、 疫 苗 的 合成 和 
耐 热 酶 的 制备 等 "1! 中。CnaB2 是 Streptcoccuspyogenes ZF AKER A FbaB 中 分 离 出 
来 的 一 个 结构 域 01。CnaB2 可 被 拆 分 为 两 个 部 分 : SpyTag (13 个 氮 基 酸 残 基 ) 
和 SpyCatcher (116 个 氨基 酸 残 基 ) "71, SpyTag 中 的 Asp 和 SpyCatcher 上 的 Lys 
能 自发 反应 生成 异 肽 共 价 键 n]。 因 此 SpyTag/SpyCatcher 体系 在 作为 多 酶 自 组 装 
工具 上 ， 有 着 重要 的 应 用 潜力 。 

为 了 探索 SpyTag/SpyCatcher 体系 在 构建 人 工 多 酶 反应 系统 中 的 应 用 ， 我 们 
设计 将 SpyCatcher 和 SpyTag 分 别 与 P450BM3 (A74G/F87V/L188Q) 单 加 氧化 
酶 和 葡萄糖 脱 氧 酶 GDH 进行 融合 ， 通 过 胞 内 共 表 达 ， 以 实现 双 酶 自 组 装 ， 产 生 
高 效 的 辅酶 再 生 循环 系统 ， 应 用 于 生物 合成 靛蓝 分 子 。P450BM (A74G/F87V/ 


L188Q) 是 来 源 于 Bacillus megaterium 的 细胞 色素 单 加 氧 酶 突变 体 09， 作 为 一 类 
NADPH 依赖 型 氧化 还 原 酶 能 催化 吗 唆 产生 靛蓝 分 子 03。 已 有 研究 暗示 大 肠 杆 菌 
胞 内 NADPH 无 法 满足 细胞 工厂 持续 进行 生物 合成 靛蓝 , 可 通过 设计 高 效 的 辅酶 
再 生 循环 系统 ， 提 高 其 生物 合成 效率 094。 研 究 中 ， 我 们 选择 了 来 源 于 Bacillus 
subtilis 的 葡萄 糖 脱氧 酶 (glucose dehydrogenase, GDH) Jy NADPH 辅 因 子 的 循 
环 再 生 的 驱动 酶 。 通 过 细胞 内 自 组 装 多 酶 复合 体 的 构建 ， 将 P450BM3m 和 GDH 
在 空间 上 组 装 起 来 ,使 两 酶 之 间 形 成 有 序 的 辅酶 传递 通道 ， 从 而 实现 高 效 生 物 合 
ART), 

本 实验 中 ， 我 们 将 SpyCatcher, SpyTag 分 别 与 P450BM3m 和 GDH 进行 基 
因 融 合 ， 通 过 胞 内 共 表 达 SpyCatcher-P450BM3m 和 SpyTag-GDH， 成 功 构 建 一 
个 自 组 装 多 酶 复合 物 ， 实 现 了 区 蓝 分 子 生物 合成 。 随 后 对 自 组 装 多 酶 系统 进行 优 
化 ,分 析 了 构建 的 辅酶 再 生 循环 系统 效能 , 证 实 了 含有 自 组 装 辅酶 再 生 系统 的 细 
菌 具 有 更 优生 物 合成 效率 。 该 研究 为 进一步 利用 SpyTag/SpyCatcher 作为 自 组 装 
工具 在 合成 生物 学 的 应 用 黄 定 了 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

1.1.1 菌 种 与 质粒 E.coli BL21 (DE3)， 表 达 质 粒 pET28a (+), pACYCDuet-1 购 
自 Novagen 公司 。 含 目的 基因 的 质粒 pET28a-GDH , pET28a-SpyTag-GDH , 
pET28a-P450BM3m 及 pET28a-SpyCatcher-P450BM3m 均 已 由 本 实验 构建 
保存 。 

11.2 ”培养 基 LB 培养 基 (g/L): FREAK 10 g， 酵 母 提 取 物 $ g， 和 氧化 钠 10 g。 
添加 2% 的 琼脂 为 LB 固体 培养 基 。 

1.1.3 ”工具 酶 与 试剂 ”限制 性 内 切 酶 购 自 Fermentas 公司 ，T4 DNA 连接 酶 购 自 
NEB 公司 ，Prime STAR Max DNA 聚合 酶 购 自 TaKaRa 公司 , 质粒 提取 试 
Fl GAN PCR 纯化 试剂 盒 购 自 Axygen 公司 。 其 他 均 为 分 析 纯 试剂 。 


1.2 自 组 装 多 酶 复合 物 细胞 的 构建 

1.2.1 GDH 重组 质粒 构建 ”将 pET28a-GDH (GDH 基因 序列 位 于 载体 的 Ncol 和 
Xhol 之 间 ) 经 Neol 和 Xhol 双 酶 切 后 与 同样 双 酶 切 的 载体 pACYCDuet-1 

连接 后 转 入 BL21 (DE3 )， 送 至 华 大 基因 〈 上 海 ) 有 限 公 司 测序 。 构 建成 
功 的 重组 质粒 命名 为 pACYCDuetl-GDH > pET28a-SpyTag-GDH 

C SpyTag-GDH 基因 序列 位 于 载体 的 Neol 和 Xhol 之 间 ) 与 载体 
pACYCDuet-l X WE U 后 连接 的 重组 质粒 命名 为 
pACY CDuet1-SpyTag-GDH. 

1.2.2 SpyTag/SpyCatcher 结合 位 点 突变 构建 对 照 质粒 ”以 pACYCDuet1-SpyTag-GDH 
为 模板 ， 设 计 引 物 (G-F:TGATGGTGGCCGCCTATAAGCCGACCA， 
G-R:TTATAGGCGGCCACCATCACGATATGG ， 下 划 线 为 用 Ala # ft 
SpyTag 的 Asp)， 用 Primer Star 进行 全 质粒 PCR 扩 增 ， 构 建成 功 的 重组 


1.2.3 


质 粒 命名 为 pACYCDuetl-mSpyTag-GDH  。 以 
pET28a-SpyCatcher-P450BM3m 为 模板 ， we tt Fl PB 
(P-F:AGTTCAGCGCCCGCGATGAAGACGGCA, P-R: TCATCGCGGGC 
GCTGAACTTGATGTGG, 下 划 线 为 用 Ala 替代 SpyCatcher 上 的 结合 位 点 
Lys) 进行 全 质粒 PCR 扩 增 ， 构建 成 功 的 重组 质粒 命名 为 
pET28a-mSpyCatcher-P450BM3m. 
自 组 装 辅酶 再 生 循环 体系 细胞 的 构建 ”将 pET28a-SpyCatcher-P450BM3m 和 
pACYCDuet1-SpyTag-GDH 质粒 同时 转 入 E.coli BL21 (DE3)， 共 表达 
SpyCatcher-P450BM3m 和 SpyTag-GDH 的 重组 菌 命名 为 E.coli BL21 
(DE3)-S。 按 照 表 1 WEER 8 种 重组 工程 菌 作为 对 照 。 


1 表达 重组 质粒 的 Ecoli BL21 (DE3) 工 程 菌 的 构建 


Tablel Construction of E.coli BL21 (DE3) expressing recombinant plasmid 


Bacterial Strain E.coli BL21(DE3)-X 


Plasmid 
1 2 mS) 4 5 NS?) 7 8 S3) 


pACYCDuet1-mSpyTag-GDH + - + 
pET28a-mSpyCatcher-P450BM3m - + + 
pACYCDuet1-GDH - < 5 十 P $ 
pET28a-P450BM3m - = - 7 + + 
pACYCDuet!-SpyTag-GDH - - = - - = + z ad 


pET28a-SpyCatcher-P450BM3m - - - - z “ = + + 


DE.coli BL21 (DE3)-mS co-expressing mSpyTag-GDH and mSpyCatcher-P450BM3m; ? E.coli BL21 (DE3)-NS co-expressing GDH and 


P450BM3m; E.coli BL21 (DE3)-S co-expressing SpyTag-GDH and SpyCatcher-P450BM3m. 


1.3 胞 内 自 组 装 验证 


1.3.1 


1.3.2 


融合 蛋白 共 表 达 $ E.coli BL21 (DE3)-NS. E.coli BL21 (DE3)-S 和 E.coli 
BL21 (DE3)-mS 接种 于 含 100 pg/ml 卡 纳 霉 素 和 25 ugm ABA LB 培 
基 中 ，37 'C ,220 r/min 培养 至 OD6eoo 值 为 0.6, 加 入 终 浓 度 为 0.1 mmol/L 
的 IPTG F 16 'C，220 r/min 的 条 件 下 培养 18 h。 培 养 结束 后 取 等 体积 相 
F] ODeoo 的 菌 体 进行 SDS-PAGE 蛋白 电泳 ， 以 分 析 蛋 白 组 装 情况 。 
纳米 液 相 四 级 杆 飞行 时 间 质 谱 ”将 和 蛋白 条 带 用 胰 和 蛋白 酶 在 58 CC KIA PR 
酶 解 30 min， 酶 解 干 燥 后 的 多 肽 用 Sep-Pak 脱盐 柱 处 理 样 品 。 洗 脱 的 样品 
干燥 后 用 30 nL 2% ACN, 0.1% FA 的 上 样 缓冲 液 溶解 样品 ，LC-MS 分 析 。 
HPLC-MS 条 件 及 过 程 : 液 相 色谱 分 析 柱 为 C18 反 相 分 析 柱 (75 pmx15 
cmx3 um); 多 肽 富 集 柱 为 C18 反 相 柱 (75 numx2 cmx3 pm)。 流 动 相 A 为 
99.9% 水 和 0.1% 甲 酸 混合 液 , 流动 相 BW 99.9% LEM 0.1% 甲 酸 混合 液 ， 
流动 相 流速 为 300 nL/min。ESI+ 模 式 , 质 谱 电 喷雾 毛细 管 电压 设置 为 2000 
V， 气 体 流速 设置 为 2.0 L/min， 离 子 源 温度 为 120 C， 选 择 母 离子 质 核 比 


FX 350-1500 的 进行 二 级 碎 裂 。 

数据 处 理 : 使 用 Data Analysis 4.1 软件 提取 离子 峰 。Mascot 2.4 搜索 
引擎 搜索 和 蛋白 数据 库 。 母 离子 质量 容 差 : 2.5x105， 二 级 谱 图 质量 容 差 : 
0.050 u， 胰 酶 最 大 漏 切 位 点 数 为 2。 


1.4 重组 GDH 和 P450BM3 酶 众 化 活性 分 析 

1.4.1 GDH 及 P450BM3 蛋白 浓度 测定 ”Ni-NTA 亲 和 层 析 纯 化 后 的 GDH, 
SpyTag-GDH 采用 BCA 法 测定 蛋白 浓度 ， 其 方法 参照 BCA Protein 
Quantification Kit 操作 手册 进行 ( 户 圣 生物 公司 ， 上 海 )。 

P450BM3m、SpyCatcher-P450BM3m 采用 CO 差 示 光谱 图 法 测定 酶 浓 
U8], A 10 mg 连 二 硫酸 盐 加 入 到 酶 液 中 , 将 酶 液 分 为 两 部 分 ， 加 到 两 试管 
中 。 其 中 一 根 试 管 中 通 入 CO 约 1.5 min， 然 后 立即 使 用 紫外 分 光 光 度 计 
对 酶 液 进行 扫描 。 扫 描 波长 范围 为 400-500 nm, P450BM3m 浓度 由 得 到 
的 CO 差 示 光谱 图 按照 摩尔 消光 系数 &4s0.490=91 mM tem! Ho 
Cpasofumol/L] = (A450-A490) *1*1000/91 

1.4.2 GDH 及 P450BM3m 酶 活力 测定 GDH、SpyTag-GDH 酶 活 测定 体系 : 20 
mmol/L Tris-HCl 绥 冲 液 (pH 8.0), 0.1 mol/L NaCl, 200 mmol/L 葡萄 糖 ， 
200 pmol/L NADP*, 2 pmol/L 待 检测 酶 ， 加 超 纯 水 补 齐 至 1 ml。 在 酶 标 仪 
上 检测 340 nm 处 吸光 值 的 变化 。 酶 活力 单位 定义 : 25 'C 下 每 分 钟 众 化 产 
Æ 1 umol NADPH 所 需 的 酶 量 。 

P450BM3m 、 SpyCatcher-P450BM3m 酶 活 测 定 体 系 : 20 mmol/L 

Tris-HCl 缓冲 液 (pH 8.0), 0.1 mol/L NaCl, 5 mmol/L |, 100 pmol/L 
NADPH, 1 hmolL 待 检测 酶 , 加 超 纯 水 补 齐 到 1 ml。 在 酶 标 仪 上 检测 340 
nm 处 吸收 值 的 变化 。 酶 活力 单位 定义 :25 'C 下 每 分 钟 消耗 1 umol NADPH 
所 需 的 酶 量 。 


1.5 靛蓝 浓度 检测 ”重组 菌 诱导 培养 结束 后 ， 辣 培养 液 中 加 入 呵 哄 和 葡萄 糖 进 行 

Me. 16 C RRM 10min 后 ，8000 r/min 离心 10 min， 去 掉 上 清 ， 向 沉淀 物 加 入 
适量 N,N- 二 甲 基 甲 酰胺 ， 超 声 溶解 ，8000 r/min 离心 10 min， 测 定 上 清 液 在 610 
nm 处 的 吸光 值 09。 欧 蓝 浓度 由 标准 曲线 求 得 〈Aauio=0.038+0.918C，R2=0.996 )。 


2 结果 与 讨论 


2. 1 胞 内 自 组 装 蛋白 表达 及 组 装 验证 

将 SpyTag 和 SpyCatcher 分 别 与 GDH 和 P450BM3m 基因 融合 ， 构 建 自 组 装 
基 元 SpyTag-GDH ‘5 SpyCatcher-P450BM3m. 为 了 验证 SpyTag-GDH 5 
SpyCatcher-P450BM3m 在 胞 内 完成 了 上 自 组 装 ， 按 照 表 1 构建 了 9 种 重组 工程 菌 。 
将 9 种 重组 菌 诱导 表达 18 h 后 取 等 体积 相同 ODeo 的 菌 体 进行 SDS-PAGE 电泳 
分 析 。GDH、SpyTag-GDH 分 子 量 分 别 为 30、35 kDa，P450BM3 和 SpyCatcher- 
P450BM3m 分 子 量 为 119、131 kDa， 自 组 装 多 酶 复合 物 分 子 量 约 为 166 kDa。 从 
1 可 以 看 出 ， 对 比分 析 含 组 装 基 元 的 重组 菌 ， 共 表达 SpyTag-GDH 与 


oy 


7) 
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SpyCatcher-P450BM3m 的 大 肠 杆菌 体内 有 检测 到 目标 自 组 装 多 酶 复合 物 条 带 ， 
而 表达 单 组 装 基 元 的 重组 菌 没有 检测 到 目标 自 组 装 蛋 白条 带 (图 1 中 7、8、9 
泳 道 )， 说 明 SpyTag-GDH 与 SpyCatcher-P450BM3m 的 共 表 达 是 实现 GDH 和 
P450BM3m 在 胞 内 自 组 装 的 关键 。 与 不 带 SpyTag/SpyCatcher 的 细胞 比较 ， 不 带 
SpyTag/SpyCatcher 的 重组 菌 未 检测 到 自 组 装 复合 物 条 带 〈 图 1 中 4、5、6 泳 道 )， 
说 明 GDH 和 P450BM3m 自 组 装 是 通过 SpyTag 和 SpyCatcher 相互 作用 实现 的 。 
与 组 装 基 元 结合 位 点 突变 的 重组 菌 比较 ，SpyTag/SpyCatcher 结合 位 点 失 活 的 细 
胞 没有 检测 到 自 组 装 多 酶 复合 物 条 带 (图 1 中 1、2、3 泳 道 )， 该 结果 与 文献 报 
道 的 自 组 装机 制 相 一 致 : SpyTag/SpyCatcher 体系 通过 Spytag 的 天 冬 氨 酸 与 
SpyCatcher 的 赖 氨 酸 形成 共 价 键 实现 分 子 粘 合 [9。 


kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
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75 — 
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E 1 SDS-PAGE 电泳 分 析 SpyTag-GDH 和 SpyCatcher-P450BM3m 组 装 图 


Fig.1 SDS-PAGE analysis of assembly of SpyTag-GDH and SpyCatcher-P450BM3m 
Lane M: Protein Marker; lane 1: bacteria expressing mSpyTag-GDH; lane 2: bacteria expressing mSpyCatcher-P450BM3m; lane 3: 
bacteria co-expressing mSpyTag-GDH and mSpyCatcher-P450BM3m; lane 4: bacteria expressing GDH; lane 5: bacteria expressing 
P450BM3m; lane 6: bacteria co-expressing GDH and P450BM3m; lane 7: bacteria expressing SpyTag-GDH; lane 8: bacteria expressing 


SpyCatcher-P450BM3m; lane 9: bacteria co-expressing SpyTag-GDH and SpyCatcher-P450BM3m. 


对 SDS-PAGE 检测 到 的 自 组 装 和 蛋白 条 带 用 纳米 液 相 四 级 杆 飞 行 时 间 质 谱 进 
行 定性 分 析 。Mascot 软件 分 析 SpyTag-GDH 和 SpyCatcher-P450BM3m 的 序列 ， 
自 组 装 蛋 白条 带 SpyTag-GDH 和 SpyCatcher-P450BM3m 的 coverage 分 别 为 74% 
和 63%。 对 筛选 到 的 P<<0.01 肽 段 手动 提取 质谱 原始 图 谱 进 行 二 次 验证 ， 图 2a 
是 SpyCatcher-P450BM3m MS/MS 质谱 图 ，2b 显示 是 SpyTag-GDH MS/MS 质谱 
图 。 从 这 两 个 蛋白 的 二 级 质谱 图 分 析 得 出 ， 该 自 组 装 重 白 条 带 包含 SpyTag-GDH 
和 SpyCatcher-P450BM3m 和 蛋白 ,结合 图 1 SDS-PAGE 结果 可 以 证 实 SpyTag-GDH 
和 SpyCatcher-P450BM3m 在 大 肠 杆 菌 体 内 成 功 完成 了 自 组 装 。 
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2 SpyTag-GDH 和 SpyCatcher-P450BM3 的 MS/MS 图 谱 


Fig.2 MS/MS spectrums of SpyTag-GDH and SpyCatcher-P4S0BM3m 
(a) MS/MS spectrum of SpyCatcher-P450BM3m 


(b) MS/MS spectrum of SpyTag-GDH 


2.2 重组 GDH 和 P450BM3m 酶 活 测 定 
为 了 研究 融合 的 SpyTag 和 SpyCatcher 对 GDH 和 P450BM3m 酶 活 的 影响 ， 

我 们 将 含有 GDH、P450BM3m、SpyTag-GDH 和 SpyCatcher-P450BM3m 重组 基 
因 的 大 肠 杆菌 诱导 培养 18 h 后 ， 用 镍 柱 亲 和 层 析 纯化 各 和 蛋白， 对 纯化 后 的 蛋白 
进行 酶 活 测 定 ， 酶 活 测 定 结果 如 表 2 所 示 。 融 入 短 肽 后 的 SpyTag-GDH 与 原始 
GDH 的 酶 活 几 乎 一 致 ， 且 融合 蛋白 SpyCatcher 也 不 会 改变 原始 细胞 色素 
P450BM3 (A74G/F87V/L188Q) 的 酶 活 。 结 果 表 明 , 融合 的 SpyTag 和 SpyCatcher 
不 会 影响 GDH 和 P450BM3m 的 酶 活 。 
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表 2 重组 蛋白 酶 活 比较 


Table2 Comparison of specific acitivites of recombinant enzymes 


Protein Specific activity (U/mg) 
GDH 3.076+0.42 
SpyTag-GDH 3.13+0.86 
P450BM3m 180.22+17.5 
SpyCatcher-P450BM3m 187.8348.2 


2.3 自 组 装 多 酶 复合 物 细胞 应 用 于 靛蓝 制备 

目前 已 知 影响 大 肠 杆菌 发 酵 产 量 的 因素 主要 包括 培养 基 、 温度 、 诱导 时 间 以 
及 IPTG 浓度 等 RL。 为 了 进一步 提高 自 组 装 多 酶 细胞 的 靛蓝 产 量 ,， 我们 对 其 生物 
合成 工艺 作 进 一 步 优 化 。 

不 同 浓度 诱导 剂 对 自 组 装 细胞 和 共 表 达 非 组 装 细胞 的 催化 速率 影响 较 大 。 将 
E.coli BL21 (DE3)-S I E.coli BL21 (DE3)-NS 培养 至 ODoo0 W 0.6 时 ,分 别 加 入 终 
浓度 为 0.05、0.1、0.2、0.3 和 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导 培养 18h 后 加 入 终 浓度 
为 2 mmol/L 的 时 吹 和 4 mmol/L 的 葡萄 糖 进行 反应 , 测定 单位 体积 相同 ODeoo 的 
靛蓝 产量 。 如 图 3 所 示 ，IPTG 浓度 在 0.2 mmol/L 时 ， 未 组 装 细胞 的 靛蓝 产量 达 
到 最 大 170+6.8 mg/L, IPTG 浓度 在 0.5 mmol/L 时 ， 自 组 装 细胞 的 靛蓝 产量 达到 
最 大 251+13.9 mg/L, 且 在 此 浓度 下 ， 自 组 装 与 未 组 装 细胞 的 众 化 速率 相差 最 大 ， 
自 组 装 细胞 的 催化 速率 是 未 组 装 细胞 的 1.89 倍 ， 说 明 在 该 浓度 下 自 组 装 多 酶 复 
合 物 形成 的 辅酶 传递 通道 对 反应 催化 速率 影响 最 大 ， 因 此 选择 0.5 mmol/L IPTG 


为 最 佳 诱导 剂量 。 


350 E E.coli BL21 (DE3)-NS 
E E.coli BL21 (DE3)-S 


Indigo (mg/L) 


0.05 0.1 0.2 0.3 0.5 


IPTG concentration (mmol/L) 


3 IPTG 浓度 对 靛蓝 产量 的 影响 
Fig.3 The effect of different IPTG concentrations on indigo production 
E.coli BL21 (DE3)-NS co-expressing GDH and P450BM3m; E.coli BL21 (DE3)-S co-expressing SpyTag-GDH and 


SpyCatcher-P450BM3m. 
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温度 对 细胞 生长 速率 和 和 蛋白 折 闭 速率 都 有 较 大 影响 中 。 将 E.coli BL21 
(DE3)-S 和 E.coli BL21 (DE3)-NS 分 别 在 16 °C., 20 'C、25 ‘CA 30 CKP FRE 
表达 18 h 后 加 入 终 浓 度 为 2 mmol/L 的 叫 吹 和 4 mmol/L 的 葡萄 糖 进行 反应 ， 测 
定 各 细胞 的 靛蓝 产量 。 如 图 4 所 示 ， 在 诱导 温度 为 16 'C 时 ， 自 组 装 多 酶 细胞 和 
共 表 达 未 组 装 细胞 的 靛蓝 产量 均 达 到 最 大 , 且 自 组 装 体 细胞 与 未 组 装 体 细胞 的 表 
蓝 产 量 相差 最 大 ， 因 此 选取 16 为 最 佳 诱导 温度 。 


E.coli BL21 (DE3)-NS 
ZA E.coli BL21 (DE3)-S 


N 
Wn 
oO 


N 
=) 
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— 
un 
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100 


Indigo (mg/L) 


16 20 25 30 


Induction temperature (°C) 


4 诱导 温度 对 靛蓝 产量 的 影响 
Fig.4 The effect of different induction temperatures on indigo production 
E.coli BL21 (DE3)-NS co-expressing GDH and P450BM3m; Ecoli BL21 (DE3)-S co-expressing SpyTag-GDH and 


SpyCatcher-P450BM3m. 


ERAP, MG, 4 HZ) GFE P450BM3. GDH HRW, HTAA 
与 葡萄 糖 的 配 比 对 靛蓝 产量 的 影响 , E.coli BL21 (DE3)-S Fil E.coli BL21 (DE3)-NS 
诱导 培养 18h 后 ， 将 呵 只 和 葡萄 糖分 别 按照 1:1、1:2、1:3、1:5 和 1:10 的 比例 

《 叫 吹 浓度 固定 为 2 mmolL) 加 入 到 培养 液 中 进行 反应 ,测定 单位 体积 相同 ODeoo 
的 细胞 靛蓝 产量 。 如 图 5 所 示 , 呵 哄 与 葡萄 糖 的 不 同 配 比 对 自 组 装 多 酶 细胞 靛蓝 
产量 有 较 大 影响 ， 对 未 组 装 细胞 几乎 没有 影响 。 当 底 物 比例 为 1:2， 即 呵 唆 浓度 
2 mmol/L 和 和 葡萄糖 浓 度 4 mmol/L 时 ， 自 组 装 多 酶 复合 物 细胞 靛蓝 产量 达到 
258+13.93 mg/L， 与 未 组 装 细胞 的 靛蓝 产量 相差 最 大 ， 自 组 装 细胞 的 靛蓝 合成 效 
率 是 未 组 装 细胞 的 1.90 倍 。 因 此 ， 呵 嗓 与 葡萄 糖 的 最 佳 配 比 为 1:2。 
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Fig.5 The effect of different [indole concentration]: [glucose concentration] ratios on indigo production 
E.coli BL21 (DE3)-NS co-expressing GDH and P450BM3m; E.coli BL21 (DE3)-S co-expressing SpyTag-GDH and 


SpyCatcher-P450BM3m. 


2. 4 自 组 装 辅酶 再 生 循 环 系统 效能 分 析 

为 了 研究 自 组 装 辅酶 再 生 循环 系统 对 P450BM3m 催化 叫 吹 产生 远 蓝 的 影响 ， 
将 表达 单 酶 E.coli BL21 (DE3)-pET28a-P450BM3m， 共 表达 未 组 装 E.coli BL21 
(DE3)-NS 和 自 组 装 多 酶 E.coli BL21 (DE3)-S 的 催化 效率 进行 了 对 比分 析 。 将 这 
三 种 工程 菌 诱导 培养 18h 后 ， 向 培养 液 中 加 入 2 mmol/L RA 4 mmol/L 葡萄 
糖 进行 反应 , 检测 各 细胞 单位 体积 相同 ODooo 的 靛蓝 产量 。 图 6a 显示 反应 10 min 
时 , 自 组 装 辅 酶 再 生 循 环 细胞 己 经 有 靛蓝 产生 , 但 是 表达 单 酶 的 细胞 和 共 表 达 未 
组 装 细胞 没有 明显 的 变化 。 图 6b 显示 ， 加 入 终 浓 度 相 同 的 呀 叹 和 葡萄糖 进行 反 
应 ， 表 达 单 酶 的 细菌 叫 唆 转化 率 为 9.40%， 表 达 双 酶 的 妃 coi BL21 (DE3)-NS 和 
E.coli BL21 (DE3)-S 转化 率 分 别 为 12.91% 和 22.56%， 且 自 组 装 多 酶 细胞 展现 出 
更 高 的 催化 效率 ， 是 表达 P450BM3 单 酶 细菌 的 2.4 倍 。 结 果 表 明 ，SpyTag 和 
SpyCatcher 在 胞 内 自 组 装 后 , 和 葡萄糖 脱氧 酶 驱动 的 NADPH 辅酶 再 生 循 环 体系 能 
有 效 的 提高 P450BM3m 的 催化 效率 。 
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6 单 酶 细胞 和 辅酶 再 生 细胞 催化 合成 靛蓝 反应 的 比较 
Fig.6 Comparison of indigo-synthetized in single enzyme cells and coenzyme-regeneration cells. 
(a) The solution states of indigo produced in different systems after reaction for 10 min; (b) The conversion ratio for indigo-synthetized 
reactions catalyzed by E.coli BL21 (DE3)-pET28a-P450BM3m (single enzyme cell), E.coli BL21 (DE3)-NS (Non-assembled ) and E.coli 


BL21 (DE3)-S (assembled). 


对 自 组 装 辅酶 再 生 系统 的 催化 进程 进行 研究 ， 将 瓦 cor BL21 (DE3)-S 诱导 
18h 后 ,向 培养 液 中 加 入 2 mmol/L Fy] YR AL 4 mmol/L 葡萄 糖 进 行 反应 , 测定 90 min 
AHRR. B7 显示 在 反应 10 min 内 ， 反 应 快速 进行 ， 达 到 24% 的 转化 
率 。 反 应 70 min 时 ， 叫 吹 转 化 率 达 到 了 52%， 继 续 反 应 转化 率 增长 非常 缓慢 。 
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7 E.coli BL21 (DE3)-S 合成 靛蓝 的 催化 进程 
Fig.7 Catalytic process curve for indigo synthesis catalyzed by E.coli BL21 (DE3)-S 


本 研究 中 ， 通 过 SpyTag/SpyCatcher 体系 ， 我 们 在 大 肠 杆菌 体内 成 功 构建 了 
自 组 装 多 酶 复合 物 ， 实 现 了 靛蓝 分 子 生 物 合成 。 通 过 SDS-PAGE 及 纳米 液 相 四 


级 杆 飞行 时 间 质 谱 成 分 定性 分 析 ， 证 实 SpyCatcher-P450BM3m 与 SpyTag-GDH 
在 大 肠 杆 菌 体内 完成 了 自 组 装 。 在 最 优 培 养 条 件 下 ， 自 组 装 细胞 靛蓝 产量 达到 
258 mg/L， 是 共 表 达 非 组 装 细 胞 的 1.9 倍 ， 且 该 自 组 装 辅酶 再 生 细胞 还 体现 更 优 
的 催化 效能 ， 含 SpyTag/SpyCatcher 体系 的 自 组 装 辅酶 再 生 细 胞 的 催化 效率 是 单 
酶 细胞 的 2.4 倍 。 通 过 上 述 分 析 ， 本 研究 成 功 实 现 了 SpyTag/SpyCatcher 系统 介 
导 的 多 酶 体系 在 大 肠 杆菌 细胞 中 的 自 组 装 , 且 自 组 装 形 成 的 多 酶 复合 物 能 有 效 增 
加 酶 促 反 应 催化 效率 ， 为 进一步 研究 利用 SpyTag/SpyCatcher 作为 自 组 装 工具 在 
生物 催化 反应 中 的 应 用 奠定 基础 。 
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